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1.要約 
 
 【研究背景】肝細胞移植において、移植前グラフト評価法は確立されていない。一
方、同じ細胞移植である膵島移植においては、膵島の ADP/ATP 比が移植成績に相関
し、有用な移植前評価法となることが報告されているが、肝細胞移植に対する有効性
は未だ検証されていない。そこで今回、移植肝細胞の生着効率を予測できる有用な評
価法確立を目的とし、現行の in vitro 評価法に ADP/ATP 比の計測を加え、無アルブミ
ン血症モデル動物を用いて肝細胞の移植結果との相関性を検証した。 
【研究方法】肝細胞のドナーとして F344 ラットを使用した。まず、肝細胞懸濁液を
60℃の温浴槽にて 2 分または 3.5 分熱し、ネクロ―シスモデルを作成し、trypan blue 
exclusion（TBE）による生存率と ADP/ATP 比の相関を検証した。次に、肝細胞のアポ
トーシスモデルを作成した。肝細胞を 100 nmol/L オカダ酸（Okadaic acid: OA）と 1％
dimethylsulfoxide（DMSO）添加培地中で培養してアポトーシスを誘導した肝細胞をOA
群、1％DMSO 添加培地で培養した肝細胞を対照群とした。OA 群、対照群におけるア
ポトーシス細胞の割合を、TUNEL 染色とフローサイトメトリーによる AnnexinV 解析
により確認した。現行の in vitro 評価法である TBE、plating efficiency（PE）、DNA 定
量、アンモニア除去試験に加え、分離肝細胞の ADP/ATP 比を計測した。その上で OA
群、対照群の肝細胞を無アルブミンラットの門脈に移植し、移植第 0、14、28 日の血
清アルブミン濃度の測定と、移植第 28 日のレシピエント肝のアルブミン染色と
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TUNEL 染色を実施することにより、グラフトの生着率を評価した。 
【研究結果】ネクロ―シスモデルでは、ADP/ATP 比は TBE による生存率と強い負の
相関を認めた（R2=0.559、P<0.001）。しかし、TBE による生存率が 60%以上の肝細胞
では、ADP/ATP 比が常に 0.12 未満であり、相関関係は認めなかった（R2=0.178, P=0.17）。
アポトーシスモデルのTUNEL陽性細胞の割合と、Annexin V+/7-AAD-の細胞の割合は、
OA 群が対照群よりも有意に高値であったことから（P<0.001、 P<0.001）、肝細胞の
アポトーシス誘導モデルの有効性が確認された。TBE による生存率では、OA 群と対
照群の差を検出できなかったが（P=0.582）、ADP/ATP 比は OA 群が対照群よりも有意
に高値となり（P<0.001）、肝細胞のアポトーシスを反映する有用な検査法であること
が明らかとなった。PE、DNA 定量、およびアンモニア除去試験の 1 時間値において
も、OA 群と対照群で有意な差が認められた（それぞれ P＜0.001）。肝細胞移植実験に
おける血清アルブミン濃度は、OA 群が対照群よりも有意に低値を示した（P<0.001）。 
【結論】ADP/ATP 比、PE、DNA 定量、アンモニア除去試験（1 時間値のみ）と移植
結果に相関性が認められたことから、これらの in vitro 評価法が肝細胞移植の生着効
率を予測する有用な評価方法であることが示された。しかし、臨床の肝細胞移植では、
肝細胞分離後、迅速に移植を行うことが想定されるため、検査に多大な時間を要する
PE と DNA 定量は、移植前評価よりも実験用途に適した遡及的な評価法であると考え
られる。本研究により ADP/ATP 比単独、または ADP/ATP 比と短期の薬物代謝試験を
組み合わせることにより、効果的な肝細胞の移植前評価法となり得ることが示唆され
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た。 
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2. 研究背景 
 
肝移植は急性肝不全、慢性肝不全、代謝性肝疾患といった致死的肝疾患に対する有
効な治療法である 1 2 3 4。1950 年代後半より動物実験における成功例は散見されてき
たが、ヒトの臨床における成功例は Starzl らによって 1963 年に報告されたものが初
めてである 5。その後、技術革新、新規免疫抑制剤の開発を経て、致死的肝疾患に対
する標準治療となり、2015 年までに本邦では 8,387 例施行され、5 年生存率は 80.1%
と良好な成績である 6。しかし、肝移植にはその手術手技に伴う高い侵襲性、高い医
療コスト、そしてドナー不足という問題がある。特に他の先進国と比べて脳死下臓器
提供数が極端に少ない本邦において、ドナー不足は大きな課題である。本邦において
肝移植の適応がある患者数は年間 2,500 人と推察されているが、そのうち肝移植を受
けた患者数は 2015 年に 448 例と、ドナー不足のため肝移植を受けることができない
患者が多く存在することがうかがえる 6。生体肝移植、分割肝グラフトおよびマージ
ナルグラフトの使用など、潜在的ドナー拡大の試みが行われているが、ドナー不足は
解消しきれていない。 
このような問題の一部を解決するために、肝細胞移植が試みられている。肝細胞移
植は、ドナー肝から肝細胞を分離し患者の門脈内、脾臓内、腹腔内などに投与すると
いう手技であり、1992 年に Mito らにより報告されて以来 7、2006 年までに 143 例が
施行されてきた 8。肝細胞移植は、劇症肝炎などの急性肝不全に対する橋渡し治療と
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して 8 9 10 11 12、または代謝性肝疾患に対する肝移植の代替療法として期待される治療
法である 8 13 14 15 16 17。肝細胞移植は肝移植と比較し多くの利点を有する。1）肝細胞
移植の利点は、肝移植は高度侵襲手術であり全身状態の不良な患者や高度な全身管理
を要する新生児には施行困難であるが、肝細胞移植は低侵襲であるため移植適応を広
げることが可能である、2）肝移植に不適とされる心停止ドナー由来の肝臓、脂肪肝、
肝移植手術の部分切除によって生じる余剰肝を効率良く利用できる可能性があり、本
邦の潜在的ドナーを飛躍的に拡大する可能性を有する、3）肝細胞を適切に凍結する
ことができれば、患者に十分な時間的余裕を与え、非緊急治療として施行可能である、
4）1 個のドナー肝から分離した肝細胞を複数の患者に移植することができる、5）同
一患者に複数回の移植ができる、など多くの利点を有する肝細胞移植であるが、一般
的な治療となるには多くの課題を有している。 
最大の課題は、移植された肝細胞の生着が著しく不良な点である 9 12 18 19。臨床肝細
胞移植の多くは移植効果が持続せず、代謝性肝疾患に対する肝細胞移植 33 例中 19 例
で最終的に肝移植を施行し、急性肝不全に対する肝細胞移植 35 例では死亡 22 例に対
して治癒は 7 例のみであり 19、一部のケースにおいては効果が全くみられなかったこ
とが報告されている。 
肝細胞移植における生着不良の原因の一つとして、移植に適さない品質の肝細胞を
移植に使用していることが挙げられる。臓器提供数の極端に少ない本邦において、良
質なドナー肝は肝移植に用いられるため、将来的に肝細胞移植に利用されるドナー肝
9 
 
は必然的に肝移植に不適とされる脂肪肝、高齢ドナー肝あるいは、心停止ドナー由来
の肝であると考えられる 20 21 22 23。しかし、脂肪肝から分離された肝細胞は生存率が
低く機能も脆弱であり、高齢ドナーの肝臓からの分離肝細胞は機能に大きなばらつき
が存在する。また心停止ドナーからの分離肝細胞の生存率は一般に低く、これは温阻
血時間の長さと相関している 20 21 22 23。このように、肝細胞移植では品質の低い分離
肝細胞が移植に用いられることが多く、これが移植結果の制限要因となっている。こ
のため、分離肝細胞が移植に適するか否かを迅速かつ正確に判断できる in vitro 評価
法の樹立が必要とされている。現在の臨床肝細胞移植における移植前評価法としてほ
ぼ全ての施設で実施されている試験は、TBE による生存率評価のみである 24 25。TBE
はトリパンブルーが死細胞では細胞膜を通過するという性質を利用し、生細胞と死細
胞を区別する簡便で迅速な試験であり、肝細胞分離直後および肝細胞移植直前に施行
される。臨床肝細胞移植では、TBE による生存率 60%以上の肝細胞を移植可能と設
定する施設が多いものの、その根拠となる移植成績との相関は実証されておらず、む
しろ臨床結果と関連しないことを示唆する報告が見受けられる 24 26 27 28 29。基礎研究
においては、薬剤代謝試験や肝細胞の培養試験によって、品質を評価する試みが行わ
れている 30 31 32。しかし、両試験ともに測定に長時間を要するため、脆弱な肝細胞の
移植前評価には適さない 33。  
肝細胞移植と同じ細胞移植である、重症糖尿病患者を対象とした膵島移植において
も移植膵島の品質評価はグラフト生着を予測するための重要な課題であり 34 35 36 37、
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これまでに ADP/ATP 比の測定により、移植の成功を予測できることが報告されてい
る 35 38 39 40 41 42。一方、肝細胞移植では移植前に肝細胞の生着効率を予測できる in vitro
評価法は確立されていない 27 30。 
本研究では、分離肝細胞の品質を簡便かつ正確に評価する方法を確立するために、
現行の in vitro評価法であるTBE、PE、DNA定量およびアンモニア除去試験にADP/ATP
比の計測を加え、無アルブミン血症モデル動物を用いて、それらの評価法と肝細胞の
移植結果との相関性を検証した。 
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3．研究目的 
 
本研究の目的は、肝細胞移植における移植結果を in vitro で予測するための、簡便
で有用な移植前グラフト評価法を確立することである。 
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4. 研究方法 
 
Ⅰ 実験動物 
本研究では、肝臓ドナーとして生後 9 から 10 週齢（体重 180 から 200 g）の雄性
F344/N ラット（SLC Inc.、Shizuoka、Japan）を用いた。レシピエントとして生後 8 か
ら 10 週齢（体重 160 から 220 g）の雄性無アルブミン F344/N ラット（旭川医科大学
病理学講座腫瘍病理学分野の西川祐司教授より提供を受け、東北大学医学系研究科附
属動物実験施設において繁殖）を使用した。無アルブミンラットは F344/N ラットと
近交系である 43。すべてのラットは、12 時間の明暗サイクルで、環境温 23℃で飼育
し、水と餌は自由摂取とした。本研究における動物実験は、NIH（the National Institutes 
of Health）より発行されている Guide for the Care and Use of Laboratory Animals44 に従
い、東北大学動物実験委員会により承認を受け（承認番号:2015 未動-001）施行した。
実験動物からの肝臓の摘出、および肝細胞移植に際しては、イソフルレン（Abbott Japan 
Co. Ltd.、Tokyo、Japan）の吸入麻酔下で、動物の苦痛が最小限となるように留意しな
がら実施した。 
 
Ⅱ 肝細胞分離 
ラットの肝細胞分離は標準的な 2 段階コラゲナーゼ灌流法を用いて行った 45。ラッ
トを開腹した後に、門脈に留置したカテーテルより、37℃のキレート剤である 0.1 M 
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EGTA（ethylene glycol tetraacetic acid）を含むカルシウム不含 HBSS（Hanks’ balanced 
salt solutions；ハンクス平衡塩類溶液）（Sigma Aldrich、St. Louis、MO、USA）を 14 
ml/分で 5 分間灌流した。肝上部下大静脈を胸腔内で結紮、肝下部下大静脈は切離し、
切離した下大静脈より肝内の血液や灌流液を排出した。その後、37℃の 0.05% 
Collagenase Type Ⅳ（Sigma Aldrich、St Louis、MO、USA）と 1 mmol/L CaCl₂・2H₂O
を含む HBSS を同ルートから 14 ml/分、7 分間灌流した。酵素溶液で灌流後、全肝臓
を摘出した。摘出した肝臓はメスで細切し、これに 4℃の 10% FBS (fetal bovine serum) 
を含む DMEM（Dulbecco’s modified Eagle’s Medium；ダルベッコ改変イーグル培地）
（Sigma Aldrich、St. Louis、MO、USA）（HM；肝細胞培地）を加えて肝細胞懸濁液と
した後に、150 メッシュ（池本理化工業株式会社，Tokyo、Japan）で濾過し、遠心分
離（50 G、2 分間）した。パーコール液（GE Healthcare Biosciences、Pittsburgh、PA、
USA）による密度勾配遠心分離法（50 G、20 分間）を行い、肝細胞を回収し、HM に
再度懸濁した。 
 
Ⅲ 肝細胞ネクロ―シスモデルの作成  
分離直後の肝細胞（5×105 細胞/ml）2.5 ml をチューブに入れ、60℃の温浴槽にて 2
分または 3.5 分加温した。この加温処理した肝細胞をネクロ―シスモデルとし、TBE 
による生存率と ADP/ATP 比を測定した（n=12）。 
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Ⅳ 肝細胞アポトーシスモデルの作成 
a. オカダ酸（OA）による肝細胞のアポトーシス誘導 
肝細胞（1×106 細胞）を 2 ml の HM に懸濁して 35 mm 径の培養皿に播種した。100 
nmol/Lのオカダ酸（Okadaic Acid; OA）（Wako, Osaka, Japan）と dimethylsulfoxide（DMSO）
を添加（OA 群）、または DMSO のみを添加（対照群）した HM で 37℃、5%CO2 下で
1 時間 40 分培養した。DMSO の最終濃度は両群とも 1％であった。培養終了後、肝細
胞を 2 回洗浄し TUNEL 染色とフローサイトメトリーによるアポトーシス細胞の検証
を行い（n=8）、TBE による生存率と ADP/ATP 比を測定した（n=18）。 
 
b. 組織化学染色（TUNEL）によるアポトーシス誘導の検証 
2 ml の OA 群と対照群の肝細胞（5×105 細胞/ml）を 4%パラホルムアルデヒドで固
定しパラフィンで包埋後、薄切切片を作製し、TACS2 TdT DAB kit (Trevigen、
Gaithersburg、MD、USA)を用いて TUNEL 染色を行い、アポトース細胞を検証した。
TUNEL 陽性細胞の割合は、無作為に選んだ光学顕微鏡下（200 倍）の 10 視野におい
て、TUNEL 陽性細胞数と全細胞数をカウントし、TUNEL 陽性細胞数を百分率で算出
した（n=8）。 
 
c. フローサイトメトリー（Annexin V）によるアポトーシス誘導の検証 
15 
 
1×Binding Buffer (BD Biosciences、Franklin Lakes、NJ、USA)に懸濁した OA 群と対
照群の肝細胞（5×105細胞/100 µl）に、V500 標識 Annexin V (BD Biosciences、Franklin 
Lakes、NJ、USA)と 7-AAD (BD Biosciences、Franklin Lakes、NJ、USA)を加え、15 分
間室温の暗室にて反応後、フローサイトメーター（Accuri C6 Flow Cytometer、BD 
Biosciences、Franklin Lakes、NJ、USA）で 5,000 個の細胞を解析した。生細胞は Annexin 
V-/7-AAD-画分、アポトーシス初期細胞は Annexin V+/7-AAD-画分、ネクローシスまた
はアポトーシス後期の細胞は Annexin V+/7-AAD+画分で示される。Annexin V+/7-AAD-
画分の細胞割合を百分率で示した（n=8）。 
 
Ⅴ In vitro における肝細胞の機能評価 
OA 群と対照群の生存率と機能を、現行の肝細胞評価方法である TBE、PE、DNA
定量、アンモニア除去試験、さらに新規肝細胞評価方法である ADP/ATP 比で検証し
た。 
 
a. トリパンブルー排除試験（TBE） 
50 μlの肝細胞懸濁液と 50 μlの 0.4%トリパンブルー溶液 (Gibco、Waltham、MA、
USA)を混和し、血球計算盤（Erma Inc.、Tokyo、Japan）を用いて光学顕微鏡下で死細
胞（青色）と生細胞（白色）をカウントした。TBE による生存率は、全細胞数に対す
る生細胞の割合を百分率で算出した。 
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b. Plating efficiency（PE） 
PE は、接着能を有する肝細胞が機能に優れるという点に着目した試験である。HM
に再懸濁した OA 群または対照群の肝細胞懸濁液 2 ml（5×105 細胞/ml）を、Ⅰ型コラ
ーゲンコート 35 mm 径培養皿（AGC TECHNO GLAS、Shizuoka、JAPAN）に播種し、
37℃、5% CO2 下で培養した。18 時間後に 6 箇所/培養皿について、光学顕微鏡下（200
倍）で、視野中の接着肝細胞と浮遊肝細胞数をカウントし、全細胞数に対する接着細
胞の割合を百分率で算出した（n=8）。 
 
c. DNA 定量 
DNA 定量は培養後の接着肝細胞の定量化を目的に行った。PE と同じ条件で肝細胞
を播種後、HM を培養１日目と 3 日目に交換し、5 日間培養後、培養皿に付着してい
る肝細胞の DNA 量を DNA Quantify kit (Primary cell、Ishikari、Japan)を用いて定量し
た（n=8）46。 
 
d. アンモニア除去試験 
アンモニア除去試験は、肝細胞のアンモニア代謝機能を評価するために実施した。
アンモニア負荷培地（約 2.2 mmol/l の塩化アンモニウム、10% FBS、1 μmol/L insulin、
1 μmol/L dexamethasone を含む Williams Medium E）に懸濁した肝細胞（106 細胞/ml）1 
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ml を、35 mm 径の培養皿(AGC TECHNO GLASS、Shizuoka、JAPAN)に播種した。こ
れを 37℃、5% CO2 下で培養し、培養開始後 0、1、2、3 時間に培地 20 µl のアンモニ
ア濃度を、Amicheck Meter（Arkray, Inc.、Kyoto、Japan）を用いて測定した。各時間の
アンモニア濃度は、培養開始時のアンモニア濃度を 100 とした時の、百分率で示した
（n=8）。 
 
e. ADP/ATP 比  
分離肝細胞のエネルギー状態を評価するために、ApoSENSOR ADP/ATP Ratio 
Bioluminescent Assay kit (Biovision、San Francisco、CA、USA)を用いて ADP/ATP 比を
測定した。このキットはルシフェラーゼ反応を介した細胞の ATP 量を、相対発光量
RLU (Relative Light Unit)として検出するものである。測定キットのプロトコールには、
細胞数（104 から 106 細胞）と 3 種類の試薬の使用量（nucleotide releasing buffer；90 μl、
ATP monitoring enzyme；10 μl、ADP converting enzyme；10 μl）に関して推奨があった
が、本研究では肝細胞測定用に至適化するため、改変した。分離肝細胞 5×104 個を
nucleotide releasing buffer 200 μl と混和し、10 分間室温で反応させ、ATP monitoring 
enzyme 10 μl を混和直後、直ちに GloMax-20/20 ルミノメーター（Promega、Madison、
WI、USA）で ATP 量を測定した（A 点）。測定後 10 分間室温に放置し、RLU を測定
し、この値をバックグラウンドの ATP 量とした（B 点）。さらに ADP converting enzyme 
10 μl を混和後、5 分間室温で ADP を ATP に転換させて RLU を測定した（C 点）。得
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られた 3 点の RLU の値を計算式（C 点-B 点）/A 点に当てはめて ADP/ATP 比を算出
した。測定に要した時間は 25 分間であった。 
 
Ⅵ In vivo における移植肝細胞の機能評価 
OA 群と対照群について、F344/N 無アルブミンラットをレシピエントとする同種同
系モデルによる肝細胞移植実験を行い、移植肝細胞の生着に伴う血中アルブミン濃度
の上昇を指標とする in vivo の機能評価を行った。また、レシピエント肝における移植
肝細胞由来のアルブミン産生細胞とアポトーシス細胞の数を組織学的に検証した。 
 
a. 移植方法 
レシピエントの無アルブミンラットを正中切開し、門脈を露出した。移植直前に、
肝細胞懸濁液（107 細胞）をスピンダウンして 200 μl のペレットの状態にし、gastight 
syringe（Hamilton Company、Reno、NV、USA）を接続した 25G 針で門脈を穿刺し、
60 秒間かけて門脈内に肝細胞を投与し、止血後に閉腹した。門脈移植において、門脈
塞栓および肺動脈への遊離による肺塞栓という合併症があり、全肝臓細胞中の 1%の
体積しか投与することができないとされている。ラットの場合には、1%の体積が 107
細胞である。本実験のドナーとレシピエントは近交系であるため、免疫抑制薬は使用
しなかった（n=8）。 
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b. 評価項目 
移植肝細胞の生着を評価するために、血清アルブミン濃度と、移植後の肝組織内の
アルブミン陽性細胞と TUNEL 陽性細胞の解析を免疫組織化学染色にて検証した。 
 
b-1. 血清アルブミン濃度 
採血を移植第 0、14、28 日に行い、血清アルブミン濃度を Rat Albumin ELISA kit 
(AKRAL-120、Shibayagi、Gunma、Japan)を用いて測定した。 
 
b-2. 組織学的検証 
移植第 28 日にレシピエントの全肝を摘出し、4％パラホルムアルデヒドで固定後、
パラフィンで包埋した後、薄切切片を作製し、アルブミン染色と TUNEL 染色を施行
した。切片は右葉、方形葉、左葉、尾状葉の各葉から作成した。アルブミン染色は一
次抗体として anti-rat albumin antibodies（MP Biomedicals、 Santa Ana、 CA、USA）を
用い，VECTASTAIN ABC system（Vector Laboratories、 Inc.、 Burlingame, CA、 USA）
で二次抗体反応と発色反応を行った。TUNEL 染色は TACS2 TdT DAB kit (Trevigen、
Gaithersburg、MD、USA)を用いて行った。アルブミン染色陽性細胞と TUNEL 染色陽
性細胞の個数を、顕微鏡下にカウントし、単位面積当たりの細胞数を算出した(n=8)。 
 
Ⅶ 統計学的処理 
20 
 
測定値は平均値±標準偏差として示した。統計解析は JMP pro 12（SAS Institute inc.、
NC、USA）を使用した。2 群間のデータは、Student’s t-test にて比較検証した。血清ア
ルブミン濃度の解析は、実験群と移植後日数を要因とする two-way ANOVA と、post-
hoc analysis として Tukey-Kramer test を行った。肝細胞ネクロ―シスモデルにおける
TBE による生存率と ADP/ATP 比の関係は、ピアソンの相関係数を用いて解析した。
P＜0.05 を統計学的に有意であると判定した。 
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５. 研究結果 
 
Ⅰ 肝細胞ネクローシスモデルにおける TBE による生存率と ADP/ATP 比の相関 
分離直後の肝細胞を 60℃で 2 分または 3.5 分間加熱することで細胞膜の破壊とタン
パク質の変性が起き起こされ、その結果様々な生存率を示す肝細胞が得られた。TBE 
による生存率と ADP/ATP 比の間に強い負の相関を認めた（R2=0.559、P<0.001）。しか
し、TBE による生存率が 60%以上の肝細胞では、ADP/ATP 比が常に 0.12 未満に留ま
り、相関関係は認めなかった（R2=0.178、P=0.172)（図 1）。 
 
Ⅱ 肝細胞アポトーシスモデルの評価 
a. 組織化学染色（TUNEL）による評価 
TUNEL 陽性細胞の割合は、OA 群（10.10 ± 3.76%）が対照群（5.20 ± 2.36%）よりも
有意に高値であった（P=0.027）（図 2A-B）。 
 
b. フローサイトメトリー（AnnexinV）による評価 
Annexin V+/7-AAD-細胞の割合は、OA 群（5.00 ± 1.89%）が対照群（1.60 ± 0.54%）
よりも有意に高値であった（P<0.001）（図 2C-D）。 
 
Ⅲ In vitroにおける肝細胞の機能評価 
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a. トリパンブルー排除試験（TBE） 
TBE による生存率は、OA 群（75.98 ± 3.59%）と対照群（74.93 ± 3.50%）において
差を認めなかった（P=0.582）（図 3A）。 
 
b. Plating efficiency（PE） 
PE は、OA 群（9.72 ± 3.43%）が対照群（56.13 ± 5.11%）よりも有意に低値であった
（P<0.001）（図 3B）。 
 
c. DNA 定量 
播種後 5 日目における DNA 量は、OA 群（5.65 ± 1.92 μg）が対照群（9.76 ± 1.43 μg）
よりも有意に低値であった（P<0.001）（図 3C）。 
 
d. アンモニア除去試験 
培養開始 1、2、3 時間の培地中のアンモニア残存率は、OA 群にて 49.00 ± 7.22、9.43 
± 4.34、3.66 ± 2.45%、対照群にて 37.91 ± 4.06、7.47 ± 1.77、5.60 ± 2.76%であった。培
養開始 1 時間の OA 群のアンモニア残存率は対照群に対して有意に高値であった
（P<0.001）。培養開始 2 時間と 3 時間のアンモニア残存率は２群間に有意差を認めな
かった（図 3D）。 
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e. ADP/ATP 比 
ADP/ATP 比は、OA 群（0.150 ± 0.060）が対照群（0.080 ± 0.036）よりも有意に高値
であった（P<0.001）（図 3E）。 
 
Ⅳ In vivo における移植肝細胞の機能評価 
a. 血清アルブミン濃度 
移植第 0、14、28 日の血清アルブミン濃度は、OA 群にて 6.99 ± 0.92、7.54 ± 0.74、
8.51 ± 1.24 μg/ml、対照群にて 7.05 ± 0.82、30.10 ± 17.64、48.26 ± 38.76 μg/ml であった。
OA 群の血清アルブミン濃度は、対照群に対して有意に低値であった（P=0.001）（図
4A）。 
 
b. 肝組織内のアルブミン染色陽性細胞 
OA 群と対照群における肝細胞移植後の肝組織のアルブミン染色陽性細胞数は、
OA 群（0.063 ± 0.053 細胞/mm2）において対照群（0.144 ± 0.121 細胞/mm2）よりも低
値を示す傾向を認めたが、統計学的な有意差は検出されなかった（P=0.106）（図 4B、
図 4C）。 
 
c. 肝組織内の TUNEL染色陽性細胞 
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肝細胞移植後の肝組織の TUNEL 陽性細胞数は、OA 群（0.328 ± 0.179 細胞/ mm2）
と対照群（0.368 ± 0.216 細胞/mm2）の 2 群間に有意差を認めなかった（P=0.691）（図
4D、4E）。 
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6. 考察 
本研究では、臨床肝細胞移植において頻用されている分離肝細胞の TBE による生
存率ではなく、ADP/ATP 比が in vivo における肝細胞移植試験の生着評価に有用であ
ることを明らかにした。この結果は、TBE による生存率と移植後のグラフト機能との
間に相関性はなく、TBE の計測は肝細胞移植の結果を予測するには不十分であるとい
う過去の報告と一致する。さらに PE、DNA 定量、アンモニア除去試験の 1 時間値が
肝細胞移植試験の生着評価に有用であることも明らかになった。過去の報告と照らし
合わせてみても、本研究は、in vitro における分離肝細胞の品質評価が、実際の移植結
果を予測できることを示した最初の報告である 24 29。 
肝細胞移植は、現在、重症糖尿病に対する治療法の一つのオプションとなるに至っ
ている膵島移植と共通点を多く有している 36。肝細胞移植と膵島移植は共に細胞移植
という位置付けであることから、膵島移植で得られた様々な知見を肝細胞移植にも応
用できる可能性がある。現在の肝細胞移植においては、移植前に生着効率を的確に予
測できる評価系は確立されていない。しかし、膵島移植においては、種々の既存の評
価系ではなく、ADP/ATP 比が糖尿病免疫不全マウスの移植成績を予測できることが
報告されている 35。現在、ADP/ATP 比は臨床膵島移植の結果を予測することが可能な
信頼性の高い検査法の一つであると考えられているが、肝細胞移植への有効性に関し
ては未だ検証がなされていない。そこで本研究では、分離肝細胞の移植前グラフト評
価にも、ADP/ATP 比が有用であるという仮説に基づき検証を行い、実際に極めて有益
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な知見を得ることができた。 
肝細胞ネクロ―シスモデルにおいて、TBE による生存率と ADP/ATP 比には強い負
の相関があることが示された。しかし、TBE による生存率が 60%以上の肝細胞では、
常に ADP/ATP 比が 0.12 未満であり（図 1）、肝細胞ネクロ―シスモデルにおいては
TBE が ADP/ATP 比よりも適した評価法であることが示された。これは、ネクロ―シ
スを引き起こした細胞では ADP と ATP の両方が失われ、ADP/ATP 比には反映しづら
いことが原因と考えられた。これまでに報告されてきたように、臨床肝細胞移植にお
いて、TBE が同程度の数値でも、移植成績が大きく異なることを経験する。TBE で生
存と判断される細胞の質にこそ、移植成績は大きく依存しているのではないかという
仮説をたて、さらなる検証を行った。 
移植肝細胞に惹起される早期アポトーシスは、移植された肝細胞の生着不良の原因
に成り得ることが既に報告されている 47 48。そのため、本研究においては、OA を用
いた肝細胞アポトーシスモデルを作成し検討を行った。OA は、海綿である
Halichondria okadaii から抽出された脂肪酸であり、serine/threonine protein phosphatases 
2A と serine/threonine protein phosphatases 1 の特異的阻害薬として働き、細胞サイクル
の停止を引き起こす物質である 49。様々な哺乳動物の腫瘍細胞や 50 51 52 53、ラットの
分離肝細胞 50 54 でアポトーシスを引き起こすことが報告されている。OA による分離
肝細胞のアポトース誘導効果を TUNEL 染色とフローサイトメトリーによる
AnnexinV 解析で行った結果、OA 群の TUNEL 陽性細胞と Annexin V+/7-AAD-細胞の
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割合は、対照群に対して有意に高値であることが確認された（図 2A-D）。この結果は、
本研究で使用した OA 群の肝細胞が、初期から中期のアポトーシス細胞を含む、適切
な肝細胞アポトーシスモデルであったことを示している。 
TBE では OA 群と対照群の差異を検知することができなかったが、ADP/ATP 比は
両群を明確に識別することが可能であった（図 3A、E）。以上の結果は、TBE は初期
のアポトーシスを検出することができないが、ADP/ATP 比は明確に検知できること
を示している。TBE は細胞膜の破壊を判断する検査法であるため、細胞膜が保たれて
いる初期アポトーシス状態の肝細胞を判別するには不向きであると考えれば、上記知
見は極めて理に叶っていると言えよう。一方、ADP/ATP 比は、比較的高感度に肝細胞
のアポトーシスおよびネクローシスを検出することができ、多岐に渡る分離肝細胞の
状態を的確に把握することが可能であるため、肝細胞移植においても極めて有用な移
植前グラフト評価法になり得ると推察される。 
さらにアポトーシスモデルにおいて、現行の肝細胞評価法である PE、DNA 定量、
アンモニア除去試験を施行した。PE と DNA 量は、対照群に対して OA 群が有意に低
値であった（図 3B、C）。また培養開始 1 時間の OA 群のアンモニア残存率は対照群
に対して有意に高値であったものの、そのアンモニア除去能力の差異は軽微であった
（図 3D）。PE と DNA 定量は肝細胞の長時間の接着能力を、アンモニア除去試験は肝
細胞の短時間のアンモニア除去能力を評価する試験である。長期の細胞接着性と短期
のアンモニア除去能力のデータの傾向の相違は、アポトーシス誘導細胞が想定よりも
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短時間で細胞死に至ったことが原因と考えられる。 
興味深いことに、これまで報告されてこなかったが、PE と DNA 定量も in vivo にお
ける移植肝細胞の機能評価に有用であることが本研究により初めて明らかとなった。
しかし、これらの手法は検査に多大な時間を要するため、臨床における移植前肝細胞
の評価法としては非現実的であり、研究目的に遡及的な評価に用いるのが最適と考え
られる。それに対して、ADP/ATP 比とアンモニア除去試験は短時間で実施可能である
ことから、臨床肝細胞移植において、移植前評価の際に有用であると考えられる。さ
らに ADP/ATP 比は既に確立した市販の試薬を用い、短時間に（25 分）、少ない肝細胞
数（5×104 細胞）で測定可能であり、必要な装置はルミノメーターのみであることな
ど多くの利点を有する検査法である。また、ADP/ATP 比は PE や DNA 定量と比べて、
簡便で客観的な検査であることも大きな特長である。 
肝細胞移植の研究進展を阻害する要因の一つとして、移植効率を評価する絶対的モ
デルの欠如が挙げられる。膵島移植においては、ストレプトゾトシンという薬剤によ
り誘導する重症糖尿病状態が絶対的モデルとして存在するが 36 38、肝細胞移植におい
ては、移植適応となる病態自体が糖尿病の場合とは異なり、極めて多岐に渡るため、
至適モデルの確立や選択が極めて困難である。本研究では、肝細胞移植の移植効率の
評価に適した動物モデルとして無アルブミンラットを使用した。この動物モデルは、
先天性代謝性肝疾患に類似しており、移植効率を血液中のアルブミン濃度を測定する
ことで定量可能であるという特徴を有している。さらに、本研究においては市販の
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Nagase 無アルブミンラットと異なり、Fisher 344 を背景に持つ自然発祥の近交系無ア
ルブミンラットをレシピエントに用いているため、グラフト生着に及ぼす免疫系の影
響を排除することが可能であり、移植前のグラフトの品質を評価するには極めて好都
合なモデルと考えられる。本モデルを用いて検証した結果、肝細胞を移植後の血清ア
ルブミン濃度は、移植肝細胞の ADP/ATP 比を測定することで、予測可能であること
が示された（図 4A）。また、レシピエント肝のアルブミン染色においても、OA 群で
は対照群よりも生着細胞数が少ない傾向が確認された（図 4B）。TUNEL 染色では 2 群
間に有意差を認めなかったが（図 4C）、この結果は、OA 群のアポトーシス細胞が、
肝摘出時に既に消失していたためと考えられた。 
本研究では、分離肝細胞中に存在するネクロ―シス細胞とアポトーシス細胞の程度
を、それぞれ TBE と ADP/ATP 比で評価することで、in vitro における移植肝細胞の生
着を迅速かつ正確に予測できることを明らかにした。今後は TBE に加えて、ADP/ATP
比、または ADP/ATP 比と薬物代謝試験（アンモニア除去試験）を組み合わせた移植
前肝細胞の評価法が確立できれば、臨床肝細胞移植の移植成績向上に大きく貢献する
ことが期待される。本研究の成果を臨床肝細胞移植の移植前肝細胞の機能評価法とし
てさらに発展させていくために、今後は移植の可否を正確に予測できる ADP/ATP 比
の閾値を見出すことが求められる。また、ヒト肝細胞を用いた臨床試験による有効性
の検証が望まれる。 
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７．結論 
 
本研究により、分離肝細胞の ADP/ATP 比が、肝細胞移植の結果を短時間で鋭敏に
予測可能な新規の in vitro 評価法として有用であることが判明した。さらに、現行の
in vitro 評価法である PE、DNA 定量、アンモニア除去試験の 1 時間値も、in vivo の移
植成績評価に関して有用であることが初めて明らかとなった。臨床では短時間で実施
可能な客観的検査が要求されるため、ADP/ATP 比単独、または ADP/ATP 比と薬物代
謝試験（アンモニア除去試験）を組み合わせた手法が肝細胞移植における移植前グラ
フト評価法として有望であり、臨床肝細胞移植の成績向上に直結する極めて有用な手
段になり得ると思われる。 
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１０．図 
 
 
図 1.  肝細胞ネクローシスモデルにおける trypan blue exclusion（TBE）による生存率
と ADP/ATP 比の相関 
 
肝細胞ネクローシスモデルにおいて TBE による生存率と ADP/ATP 比の間に強い負の
相関を認めた（R2=0.559、n=12、P<0.001）。しかし、TBE による生存率が 60%以上の
肝細胞では、ADP/ATP 比が常に 0.12 未満に留まり、相関関係は認めなかった（R2=0.178、
P=0.172)  
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図 2A. 肝細胞アポトーシスモデルにおける TUNEL 染色像 
矢印（→）は TUNEL 陽性細胞を示す。 
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図 2B.  肝細胞アポトーシスモデルにおける TUNEL 陽性細胞の割合 
TUNEL 陽性細胞の割合は、OA 群（10.10 ± 3.76%、n=8）が対照群（5.20± 2.36%、n=8）
よりも有意に高値であった（*P=0.027）。 
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図 2C.  肝細胞アポトーシスモデルにおけるフローサイトメトリーによる
AnnexinV/7-AAD 解析 
OA 群と対照群におけるフローサイトメトリーの代表的計測結果を示す。Annexin 
V+/7-AAD-画分がアポトーシス初期細胞、Annexin V+/7-AAD+がアポトーシス後期また
はネクローシス細胞を示す。 
  
44 
 
 
 
図 2D.  肝細胞アポトーシスモデルにおけるフローサイトメトリーによる
AnnexinV+/7-AAD-細胞の割合 
Annexin V+/7-AAD-細胞の割合は、OA 群（5.00 ± 1.89%、n=8）が対照群（1.60 ± 
0.54%、n=8）よりも有意に高値であった（*P<0.001）。 
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図 3A. 肝細胞アポトーシスモデルにおける TBE による生存率 
TBE による生存率は、OA 群（75.98 ± 3.59%、n=18）と対照群（74.93 ± 3.50%、
n=18）において 2 群間に差を認めなかった。 
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図 3B.  肝細胞アポトーシスモデルにおける PE 
PE は、OA 群（9.72 ± 3.43%、n=8）が対照群（56.13 ± 5.11%、n=8）よりも有意に低値
であった（*P<0.001）。 
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図 3C.  肝細胞アポトーシスモデルにおける播種 5 日目の生着細胞の DNA 量 
播種後 5 日目における DNA 量は、OA 群（5.65 ± 1.92 μg、n=8）が対照群（9.76 ± 1.43 
μg、n=8）よりも有意に低値であった（*P<0.001）。 
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図 3D.  肝細胞アポトーシスモデルにおけるアンモニア除去試験 
培養開始 1、2、3 時間の培地中のアンモニア残存率は、OA 群にて 49.00 ± 7.22、9.43 
± 4.34、3.66 ± 2.45%、対照群にて 37.91 ± 4.06、7.47 ± 1.77、5.60 ± 2.76%であった（n=8）。
培養開始 1 時間の OA 群のアンモニア残存率は対照群に対して有意に高値であった
（*P<0.001）。培養開始 2 時間と 3 時間のアンモニア残存率に有意差は認めなかった。 
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図 3E.  肝細胞アポトーシスモデルにおける ADP/ATP 比  
ADP/ATP 比は、OA 群（0.150 ± 0.060、n=18）が対照群（0.080 ± 0.036、n=18）よりも
有意に高値であった（*P<0.001）。 
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図 4A.  無アルブミンラットへの肝細胞移植後の血清アルブミン濃度の推移 
移植第 0 日、14 日、28 日の血清アルブミン濃度は、OA 群にて 6.99 ± 0.92、7.54 ± 0.74、
8.51 ± 1.24 μg/ml、対照群にて 7.05 ± 0.82、30.10 ± 17.64、48.26 ± 38.76 μg/ml であった
（n=8）。OA 群の血清アルブミン濃度は、対照群に対して有意に低値であった
（P=0.001）。 
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図 4B. 肝細胞を移植した無アルブミンラット肝臓のアルブミン陽性細胞数 
移植後 28 日におけるレシピエント肝のアルブミン陽生細胞数は、OA 群（0.063 ± 0.053 
細胞/mm2、n=8）において対照群（0.144 ± 0.121 細胞/mm2、n=8）よりも低値を示す傾
向を認めたが、両群間に統計学的有意差は検出されなかった（P=0.106）。 
 
 
 
 
 
52 
 
 
 
図 4C.  肝細胞を移植した無アルブミンラットの肝組織のアルブミン染色像 
細胞質が茶褐色に染色した細胞が、アルブミン染色陽性の細胞である。 
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図 4D.  肝細胞を移植した無アルブミンラット肝臓の TUNEL 陽性細胞数 
OA 群と対照群における肝細胞移植後の肝組織の TUNEL 染色陽性細胞数は、OA 群
（0.328 ± 0.179 細胞/ mm2、n=8）と対照群（0.368 ± 0.216 細胞/mm2、n=8）におい
て 2 群間に差を認めなかった（P=0.691）。 
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図 4E.  肝細胞を移植した無アルブミンラットの肝組織の TUNEL 染色像 
矢印（→）は TUNEL 陽性細胞を示す。 
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図 5.  本研究において検討した In vitroにおける肝細胞の機能評価のまとめ 
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１１．略語 
ADP, adenosine diphosphate 
ATP, adenosine triphosphate 
DMSO, dimethyl sulfoxide 
DNA, deoxyribonucleic acid 
DMEM, Dulbecco’s modified Eagle’s Medium 
EGTA, ethylene glycol tetraacetic acid 
ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS, fetal bovine serum 
HBSS, Hanks’ balanced salt solution 
HM, hepatocyte medium 
HTx, hepatocyte transplantation 
NH4Cl, ammonium chloride 
OA, Okadaic acid 
PE, plating efficiency 
TBE, trypan blue exclusion 
TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated uridine triphosphate nick end 
labeling 
7-AAD, 7-amino actinomycin D 
